تعیین فراوانی ژنهای ویرولانس، قرابت ژنتیکی و توانایی تشکیل بیوفیلم در  اشرشیا کلی انتروهموراژیک (EHEC)، انتروتوکسیژنیک (ETEC) و انتروپاتوژنیک (EPEC) ایزوله شده از نمونه های اسهالی انسان و دام by Taghadosi, Roholah
 
Kerman University of Medical Sciences 
Faculty of Medical  
 
In Partial Fulfillment of Degree of Doctor of Philosophy (PhD) 
 
Title: 
Prevalence of the virulence genes, genotypic relationship and biofilm 
formation in Enterohemorrhagic (EHEC), Enterotoxigenic (ETEC) and 
Enteropathogenic (EPEC) Escherichia coli isolated from human and livestock 
 
By: 
Rohollah Taghadosi 
Supervisor: 
Dr. Mohammad reza Shakibaie 
Advisor: 
Dr. Reza Ghanbarpour 
Year: 
 2018 
 
Abstract 
Background and Objectives: The aims of this study were to investigate the Prevalence, 
antibiotic resistance, presence of class 1 and 2 integrons, ESBL genes, phylogenetic group and 
epidemiological relationships by MLVA (multilocus variable tandem repeat analysis) typing of 
Escherichia coli pathotypes isolated from patients with diarrhea and farm animals in south-east 
region of Iran.  
Methods: A total of 671 diarrheagenic E. coli (DEC) were collected from stool samples of 395 
patients with diarrhea and 276 farm cattles and goats. Presence of EPEC, ETEC and EHEC were 
identified using multiplex-PCR employing primers targeted the shiga toxin (stx), intimin (eae), 
bundle forming pili (bfp), and enterotoxins (lt and st) genes.  
Results: The highest proportion of the patients (64%) were children under age 1–15 year 
(p≤0.05). Among the isolates, atypical EPEC was detected in 26 patients and 14 animal stool 
samples, while typical EPEC was found in 2 cattles. ETEC isolates were detected in stools of 13 
patients and 4 EHEC was identified in 3 goats and one cattle.  Prevalence of STEC in human 
diarrheic isolates was 1.3% (5 isolates), in claves was 26.3% (41 isolates) and in goats was 
27.5% (33 isolates). stx1 gene was the most prevalent variant and detected in 75 isolates. The 
ehxA identified in 36 (45.6%) isolates, followed by iha 5 (6.3%), eaeA 4 (5.1%), hlyA 2 (2.5%) 
and saa 2 (2.5%). Most of the isolates belonged to phylogroup B1. Only two O26 and one O91 
isolates were detected in our study.  The isolates were checked for susceptibility to 14 
antibiotics. 50% (n= 13) of EPEC and 61.5% (n= 8) of ETEC showed multi-drug resistance 
(MDR) profiles and one EPEC was found to be extensive drug resistant (XDR). In contrast, 
EHEC isolates were susceptible to the majority of antimicrobial agents. The MDR isolates were 
positive for blaTEM and blaCTX-M ESBL genes and carried class 1 integrons. Further study on 
the biofilm formation indicated that, 3 out of 4 EHEC isolates showed strong biofilm, while 
other pathotypes had either moderate, weak or no biofilm activity. Majority of EPEC isolates 
were belonged to phylogenetic group B1, all except one ETEC were classified as phylogenetic 
group A and two EHEC were belonged to phylogroup D, respectively.  
Conclusion:  In conclusion, MLVA data showed high clonal diversity. Presence of EHEC in 
animal origins pose public health concern in this region.  
 AVLM ,LBSE ,snorgetnI ,ecnatsiseR citoibitnA ,aehrraiD ,iloc aihcirehcsE :sdrow yeK
  چكيده
برسي ، LBSE هاي ، ژن2و  1هاي كلاس  هدف از اين مطالعه بررسي شيوع، مقاومت آنتي بيوتيكي، وجود ژن هدف:
جدا شده از بيماران  اشرشياكلي هاي پاتوتيپدر   AVLMتكنيك استفاده ازبا بررسي ارتباط كلونال فيلوژنتيك و ارتباظ 
  بود. مبتلا به اسهال و حيوانات مزرعه در منطقه جنوب شرقي ايران
 جـدا شـده از  ايزوله 672مبتلا به اسهال و ان بيمارجدا شده از  ايزوله 593 شامل ايزوله 176در مجموع  روش ها:مواد و 
اشرشـيا كلـي ،  (CEPE) اشرشـيا كلـي انتروپاتوژنيـك  پاتوتايپ هايشناسايي و تاييد  جهت .جمع آوري شد و گوسالهبز 
روش  بـا اسـتفاده از  در نمونـه هـاي مـورد بررسـي  )CEHE(اشرشيا كلي انتروهموراژيـك  و  (CETE) انتروتوكسيژنيك
 و )pfb( يسـلول تشـكيل دهنـده پيل  ـ ،)eae( nimitnI اينتمـين  ،)xtS( پرايمرهاي توكسين شـيگا   RCP-xelpitluM
  قرار گرفتند. بررسي موردTS,TL و انتروتوكسين هاي
اشرشيا كلي  ، ايزوله هابودند. در ميان  (≤p 0/50) سال 51-51 زير كودكان( ٪46بيشترين درصد بيماران ) يافته ها:
 اشرشيا كلي انتروپاتوژنيك از مدفوع حيوانات شناسايي شد، در حالي كه ايزوله 21بيمار و  62آتيپيك در  انتروپاتوژنيك
بز و يك گاو  3از  CEHE   ايزوله 4بيمار شناسايي شد و  31مدفوع  ازCETE شد. ايزوله هايايزوله مشاهده  2يك در تيپ
ايزوله  31آنتي بيوتيك مورد بررسي قرار گرفتند.  41به  آنتي بيوتيكي حساسيتبه منظور بررسي  ايزوله هاشد. جدا 
ايزوله به به عنوان  CEPE ايزولهرا نشان دادند و يك  )RDM( چند دارويي مقاومت CETE ايزوله 8و  (%05)CEPE
 ايزولهبودند.  حساس به اكثر عوامل ضد ميكروبي CEHE ايزوله هاييافت شد. در مقابل،   )RDX( شدت مقاوم به دارو
مثبت بودند. مطالعات بيشتر در مورد تشكيل بيوفيلم  (M-XTCalb و METalb) LBSE هاي ژن از نظر وجود  RDM هاي
داراي بيوفيلم قوي بودند، در حالي كه پاتوتيپ هاي ديگر داراي فعاليت متوسط،  CEHE ايزوله 4از مورد  3 نشان داد كه 
اغلب  CETE پاتوتيپبودند،  1B متعلق به گروه فيلوژنتيكي CEPE هايايزوله ضعيف يا بدون بيوفيلم بودند. بيشترين 
 D  متعلق به فيلو گروپ   دو ايزوله CEHE  بودند در حالي كه در ايزوله هاي   A  متعلق به گروه  فيلوژني
  .الگوي متمايز را نشان داد 22   AVLMآناليزبودند.
منجر به اين منطقه در حيوانات  CEHE وجود .ها نشان دادتنوع بالا را در كلون  AVLM آناليز نتايج نتيجه گيري:
  .نگراني بهداشت عمومي مي شود
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